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© Aus Polyaidehyden aufgebaute Kontrastmlttel. 

© Mikropartikel-bestehend aus bioabbaubaren Po- 
lymeren, 

dadurch gekennzeichnet, da/5 sie aufgebaut slnd aus 
polymerisierbaren Aldehyden, die gewUnschtenfalls 
zur Copolymerisation fahige Zusatze und/oder 
Crosslinker enthaiten, gegebenenfalls Tensiden oder 
Tensidgemischen, Gasen und/oder leichtflOchtlgen 
FlOssigkeiten in freier oder gebundener Form, Kopp- 
lungsagentien, gegebenenfalls Qber diese Kopp- 
lungsagenzien gebundenen Bio- oder Makromoleku- 
ien sowie gegebenenfalls diagnostisch oder thera- 
peutisch wirksamen Bestandteilen, 
sind als Ultraschall-Kontrastmittel geeignet. 



Q. 

UJ 



Rank Xenix (UK) Business Sendees 



1 



EP 0 441 468 A2 



2 



AUS POLY ALDEHYDE N AUFGEBAUTE KONTRASTMITTEL 



Die Erfindung betrifft den in den PatentansprO- 
chen gekennzeichneten Gegenstand, das heiBt 
neue Mikropartikel, diese enthaltende pharmazeuti- 
sche Mittel, deren Verwendung in der Ultraschall- 
diagnostik sowie Verfahren zur Herstellung dieser 
Mikropartikel und pharmazeutischen Mittel. 

Es ist bekannt daB durch periphere Injektion 
von Losungen, die feine Gasblasen enthaiten, car- 
diale Echokontraste erzieit werden konnen 
(Roelandt J., Ultrasound Med. Biol. 8: 471-492, 
1982). Diese Gasblasen werden in physiologisch 
vertraglichen LSsungen z.B. durch SchUtteln, ande- 
re Agitation Oder durch Zusatz von Kohlendioxid 
erhalten. Sie sind jedoch hinsichtlich Anzahl und 
GroBe nicht einheitlich und konnen nur unzulang- 
lich reproduziert werden. Auch sind sie in der Re- 
gel nicht stabilisiert, so daB ihre Lebensdauer ge- 
ring ist. Ihre mittleren Durchmesser liegen meist 
Gber ErythrocytengroBe, so daB keine Lungenkapil- 
larpassage mit nachfolgender Konstrastierung von 
Organen wie linkes Herz, Leber, Niere oder Milz 
moglich ist. Dartiber hinaus eignen sie sich nicht 
fUr Quantifizierungen, da sich das von ihnen er- 
zeugte Ultraschallecho aus mehreren, nicht vonein- 
ander zu trennenden Prozessen wie Blasenentste- 
hung, Koaleszenz und Auflosung zusammensetzt. 
So ist es z.B. nicht moglich, mit Hilfe dieser 
Ultraschall-Kontrastmittel Gber die Messung des 
Kontrastverlaufs im Myokard Aussagen iiber die 
Transitzeiten zu gewinnen. 

In der EP 0 131 540 ist die Stabilisierung der 
Gasblasen durch Zucker beschrieben. Damit wird 
zwar die Reproduzierbarkeit und HomogenitSt des 
Kontrasteffektes verbessert, eine Lungenpassage 
uberstehen diese Blasen jedoch nicht. 

in den EP 0 122 624 und 0 123 235 wird 
beschrieben, daB der gasblasenstabilisierende Ef- 
fekt von Zuckern, Zuckeralkoholen und Salzen 
durch Zusatz von Tensiden verbessert wird. Eine 
Lungenkapillargangigkeit und die Moglichkeit zur 
Darstellung des arteriellen GefaBschenkels und ver- 
schiedener Organe wie Leber oder Milz ist bei 
diesen Ultraschallkontrastmitteln gegeben. Der 
Kontrasteffekt ist hierbei jedoch auf das GefSBIu- 
men beschrankt, da die Blaschen nicht von den 
Gewebezellen aufgenommen werden. 

Keines der bisher bekannten Ultraschall-Kon- 
trastmittel verbleibt langere Zeit unverandert im 
Korper. Bne Organdarstellung mit ausreichender 
Signalintensitat durch selektive Anreicherung nach 
i.v. Gabe oder Quantifizierungen sind daher nicht 
moglich. 

Eine Verkapselung von Gasen, wie beispiels- 
weise Luft als Ultraschall-Kontrastmittel, wird in d r 
DE-OS 38 03 972 beschrieben. Das hierbei ver- 



wendete Wandmaterial besteht aus bioabbaubarem 
synthetischem Material, wie vor allern Cyanacrylat 
und Polylactid. 

Diese Mikropartikel sind jedoch - insbesondere 
5 in groBerem MaBstab sowie im Hinblick auf ihre 
Aufarbeitung - schwierig herstellbar. So 1st vor al- 
lern die breite GroBenverteilung der Partikel von 
Nachteil. 

Es bestand daher die Aufgabe, Ultraschall-Kon- 

w trastmittel zu schaffen, die diese Nachteile nicht 
aufweisen. Diese Aufgabe wird durch die vorliegen- 
de Erfindung, d.h. durch die Bereitstellung der er- 
findungsgemaBen Mikropartikel gelost. 

Diese Mikropartikel bestehen aus bioabbauba- 

15 ren Polymeren, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
aufgebaut sind aus polymerisierbaren Aldehyden, 
die gewunschtenfalls zur Copolymerisation fahige 
Zusatze und/oder Crosslinker enthaiten, gegebe- 
nenfalls Tensiden oder Tensidgemischen, Gasen 

20 und/oder leichtfluchtigen Flussigkeiten in freier 
oder gebundener Form, Kopplungsagentien, gege- 
benenfalls uber diese Kopplungsagenzien gebun- 
denen Bio- oder Makromolekulen sowie gegebe- 
nenfalls diagnostisch oder therapeutisch wirksamen 

25 Bestandteilen. 

Alle erfindungsgemaBen Polymeren 
(Homopolyaldehyde oder Copolyaldehyde) haben 
im allgemeinen Moleculargewichte von 1.000 - 
30.000 d, bevorzugt 1.000 - 12.000 d. Die Partikel 

30 sind abbaubar in Blut und Plasma. 

Die am Aufbau der Mikropartikel hauptsachiich 
beteiligten polymerisierten Aldehyde werden aus 
folgenden polymerisierbaren Aldehyden ausge- 
wahlt: 

35 I. a,i3-ungesattigten Aldehyden, wie zum Bei- 
spiel 
Acrolein 
Crotonaldehyd 
Propinaldehyd 

40 II. a-substituierten Acroleinderivaten, wie zum 
Beispiel 

a-Methylacrolein 

a-Chloroacrolein 

a-Phenylacrolein 
45 a-Ethylacrolein 

a- Isopropylacrolein 

a-n-Butylacrolein 

a-n- Propylacrolein 

111. Dialdehyden, wie zum Beispiel 
so Glutaraldehyd, Succinaldehyd oder deren Deri- 

vate oder deren Mischung n mit zur Copolyme- 
risation fShigen ZusStzen, wie zum Beispiel: 

a-substituierten Acroleinen 

j8-substituierten Acroleinen 

Ethylcyanacrylaten 
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Methylcyanacrylaten 

Butylcyanacrylaten 

Hexylcyanacrylaten 

Methylmetacrylaten 

Vinylalkoholen 

Acrylsauren 

Methacrylsauren 

Acrylsaurechloriden 

Methacrylsaurechloriden 

Acrylnitri! 

Methacrylnitrilen 

Acrylamiden 

Substituierten Acrylamiden 

Hydroxymethylmethacrylaten 

Mesityloxid 

Dimethylaminoethylmethacrylaten-2- 

Vinylpyridinen 

N-vinyl-2«Pyrrolidinon 

Bevorzugt sind dabei Acrolein und Glutaraldeh- 

yd. 

Die gegebenenfalls am Aufbau der Mikroparti- 
kel beteiligten Tenside werden aus ionogenen oder 
nicht-ionogenen oberflachenaktiven Substanzen 
(Tensiden), wie z.B. 
Polyethylenoxid 

Polyoxyethylenpolyoxypropylenen wie 

Pluronic (R) F 68, Pluronic< R) F 108, Pluronic (R) F 

127, 

Polyethylenglykol, Poloxamin 908, Polaxamer 407 
Carbonsauresalzen, wie 2um Beispiel: Natriumoleat . 
PolyoxyethylenfettsSureestem, wie zum Beispiel: 
Polyoxyethylenstearat 
Natriumdioctylsulfosuccinat 
Polygiutaraldehydnatriumhydrogensulfit-Addukt 
Polyacrolein-Natriumhydrogensulfit-Addukt 
Polyvinylsulfonsaure. 



ausgewahlt. Sie kGnnen allein oder in Form ihrer 
Gemische verwendet werden. 

Bevorzugt sind hiervon: 

Polyglutaraldehydnatriumsulfit-Addukt 
Polyacrolein-Natriumhydrogensulfit-Addukt, Pluro- 
nic< R > F 68, Pluronic< R > F 108 und Pluronic <R > F 127. 

Besitzen die zum Aufbau der Mikropartikel be- 
nutzten polymerislerbaren Aldehyde oberflMchenak- 
tive Bgenschaften, so kann auf die Verwendung 
von Tensiden verzichtet werden. Als Beispiel derar- 
tiger Aldehyde sei der Glutaraldehyd genannt 

Als in den Mikropartikeln in freier oder gebun- 
dener Form enthaltene Gase bzw. leichtflOchtige 
FlOssigkeiten - bevorzugt sind hierbei ROssigkeiten 
mit einem Siedepunkt unter 60 *C - sind u.a. 
geeignet: 
Ammoniak 
Luft 

Edelgase (Helium, Neon, Argon, Xenon, Krypton) 
Schw f lhalogenide, wie zum Beispi I: Schwefelhe- 
xafluorid, 
Stickstoff 



Kohlenstoffoxide 

Sauerstoff 

Wasserstoff, 

Kohlenwasserstoffe oder deren Gemische, wie zum 
5 Beispiel: 
Methan 
Ethan 
Propan 
Butan 

to Pentan » 

Neopentan 

Isopentan 

Cyclopentan 

Ethylen 
is Propylen 

Acetylen 

3,3-DimethyM-Butin 
2,3-Pentadien 
2-Methyl-2-Buten 
20 2-Methyl-1 ,3-Butadien 
2-Butin 

2- Methyl-1-Buten 

3- Methyl-l-Buten, 

halogenierte Kohlenwasserstoffe oder Gemische, 
25 wie zum Beispiel: 

Methylenchlorid 

1,1-Dichlorethylen 

Isopropylchlorid 

Dibromdifluormethan 
30 Brommethan, 

Ether, wie zum Beispiel: Dimethylether, Diethyle- 

ther oder fluorierte Ether, 

oder Verbindungen wie zum Beispiel: 

Dimethylaminoaceton 
35 Propylenoxid 
NrEthylmethylamin 

N-Ethyldimethylamin 

Furan. 

Bevorzugt sind hiervon: Luft, Argon, Xenon, Schwe- 
40 felhexafluorid, Propan, Butan und Furan. 

Als am Aufbau der Mikropartikel beteiligten 
Kopplungsagenzien sind vor allem geeignet: 
1. Aminogruppenhaltige Verbindungen, wie zum 
Beispiel: 
45 Hydroxylamin 
Butylamin 
Allylamin 
Ethanolamin 

Trishydroxymethylaminomethan 
so 3-Amino-1 -propansulfonsaure 

S-AminovaleriansSure 

8-AminooctansSure 

D-Glucosaminhydrochlorid 

Aminogalactose 
55 Aminosorbit 

Aminomannit 

Diethylaminoethylamin 

Aniline 
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Sulfonilsaureamid 
Cholin 

N-Methylglucamin 
Piperazin 

I , 6-Hexandiamin s 
Harnstoff 

Hydrazin 

Glycin 

Alanin 

Lysin *o 

Serin 

Valin 

Leucin 

Peptide 

Proteine *5 
Albumin 

Humanserumalbumin 

Polylysin 

Gelatine 

Polyglykolamine 20 
Aminopolyalkohole 
Dextransulfate mit Aminogruppen 
N-Aminopolyethylenglycol (HO-PEG-NH2) 
N.N'-Diaminopolyethylenglycol (NH 2 -PEG-NH 2 ) 
Antikorper 25 
Immunoglobuline 

II. Sauregruppenhaltige Verbindungen, wie z.B. : 
Carbonsauren 
Essigsaure 
Propionsaure 
Buttersaure , 
Valeriansaure 
CapronsSure 
Caprylsaure 

Caprinsaure ,35 

Laurinsaure 

Myristinsaure 

PalmitinsSure 

Stearinsaure 

Olsaure « 

Linolsaure 

Linolensaure 

Cyclohexancarbonsaure 

Phenylessigsaure 

Benzoylessigsaure 45 

Chlorbenzoesaure 

Brombenzoesaure 

Nitrobenzoesaure 

Ortho-Phthalsaure 

Meta-Phthalsaure so 

Para-Phthalsaure 

Salicylsaure 

Hydroxybenzoesaure 

Aminobenzoesaur 

Methoxybenzoesaure 55 



,C00H 

PEG-NH-CO-CH CH--C0-NH-CH 

\ 

MTH -COOH 

(PEG-Linker-Asparaginsa'ure) 
PEG-linker-Glutaminsaure 
PEG-Linker-DTPA 
PEG-Linker-EDTA 

III. Hydroxygruppenhaltige Verbindungen, wie 
z.B.: Alkohole 

Methanol 

Ethanol 

Propanol 

Butanol 

Pentanol 

Hexanol 

Heptanol 

Octanol 

Decanol 

Dodecanol 

Tetradecanol 

Hexadecanol 

Octadecano! 

Isopropylalkohol 

Isobutylalkoho! 

Isopentylalkohol 

Cyclopentanol 

Cyclohexanol 

Crotyialkohol 

Benzylalkohol 

Phenylalkohol 

Diphenylmethanol 

Tripheny I methanol 

Zimtalkohol- 

Ethylenglykol 

1,3-Propandiol 

Glycerin 

Pentaerythrit 

IV. PolymerisierfShige Substanzen, wie 
a,/3-ungesattigte Aldehyde, wie z.B.: 
Acrolein 

Crotonaldehyd 
Propinaldehyd 

a-substituierte Acroleinderivate, wie z.B.: 

a- Methylacrolein 

o-Chloroacrolein 

a-Phenylacrolein 

o-Ethylacrolein 

a-lsopropylacrolein 

a-n-Butylacrolein 

a-n-Propylacrolein 

Dialdehyde, wie z.B.: 

Glutaraldehyd, Succinaldehyd oder deren Deri- 
vat Oder deren Mischungen mit zur Copolyme- 
risation fahigen Zusatzen, wie z.B.: 
a-substituierten Acroleinen 



30 
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/3-substituierten Acroleinen 

Ethylcyanacrylaten 

Methylcyanacrylaten 

Butylacrylaten 

Hexylcyanacrylaten 

Methylmetacrylaten 

Vinylalkoholen 

AcrylsSuren 

Methacrylsauren 

Acrylsaurechloriden 

Acrylnitril 

Methacrylnitrilen 

Aery lam iden 

Substituierten Acrylamiden 

Hydroxymethylmethacrylaten 

Mesityloxid 

Dimethylaminoethylmethacrylaten-2- 

Vinylpyridinen 

N-vinyl-2-Pyrrolidinon 

Bevorzugt sind hiervon: Hydroxylamin, Trish- 
ydroxy methylaminomethan, 3-Amino-1 -propansul- 
fonsaure, D-Glucosaminhydrochlorid, Aminomannit, 
Harnstoff, Humanalbumin, Hydrazin, Proteine, Poly- 
glykolamine, Aminopolyalkohole wie z.B. HOPEG- 
NH2 Oder NH2-PEG-NH2 Oder sauregruppenhaltige 
Verbindungen wie z.B. PEG-Linker-Asparaginsaure, 
PEG-Linker-Glutaminsaure, PEG-Linker-DTPA und 
PEG-Linker-EDTA, wobei das Molekular-Gewicht 
des Polyethylenglycols (PEG) bis 100.000 d, vor- 
zugsweise unter 40.000 d, liegt. 

Die unter I. genannten Kopplungsagenzien sind 
uber ihre Aminogruppe an die sich auf der Oberfla- 
che der aus polymerisierten Aldehyden und gege- 
benenfalis Tensiden aufgebauten Mikropartikel be- 
Jindlichen Formylgruppen.kondensiert . 

Ebenfalls Ober die Formylgruppen gebunden 
sind die unter IV. aufgefuhrten Monomere, die mit 
weiteren Monomeren polymerisiert seln konnen. 

Die unter II. und 111. genannten Sauren und 
Alkohole sind dagegen erst nach vorheriger Um- 
wandlung der Aldehydfunktion an die Mikropartikel 
angekoppelt. 

Durch die Wahl geeigneter, Uber diese Kopp- 
lungsagenzien gebundenen Bio- oder Makromoie- 
kule, wie z.B. Enzyme, Dextrane, Immunoglobuline, 
monoklonale Antikorper (s. weiter unten) erhalt 
man erfindungsgemSBe Mikropartikel, die eine 
Uberraschend hohe Gewebe- und Organspezrfitat 
aufweisen. 

Die erfindungsgema/ten Mikropartikel enthalten 
gegebenenfalls diagnostisch Oder therapeutisch 
wirksame Bestandteile zur Diagnose und Therapie 
von Tumoren, wie zum Beispiel 
Doxorubicin 
Actinomycin 
Magnetit 
Mitomycin C 



Triamcinolon. 

Die erfindungsgemaflen Mikropartikel weisen 
die eingangs geschilderten gewunschten Eigen- 
schaften auf. Sie sind einfach und mit hoher Aus- 

5 beute herstelibar. Bne Ma/tetabsvergrd/terung der 
Herstellung (up-scaling) ist ebenso wie die Reini- 
gung der Mikropartikel problemlos. 

Uberraschenderweise weisen die erfindungsge- 
ma/3en Mikropartikel eine bessere VertrSglichkeit 

10 auf, vor allem im Hinblick auf Herz-Kreisiauf Effekte 
(Blutdruck, Herz-Artiythmien usw.) und zeigen kein 
trombogenes Potential. 

Die Partikel weisen eine schmale Gro^envertei- 
lung (monodispers) auf; es ist dabei moglich, die 

75 Grofle der Partikel je nach eingesetzter Konzentra- 
tion der Ausgangsstoffe Uber einen grofien Bereich 
zu variieren (s. weiter unten). Durch Steuerung der 
Herstellungsbedingungen (z.B. pH-Wert) ist es 
mSglich, auch das Molekulargewicht in groflen Be- 

20 reichen zu variieren. 

Ein weiterer Vorteil besteht darin. dafl die Re- 
aktion zur Synthese der Mikropartikel durch vieie 
Mogiichkeiten ausgelost werden kann, beispiels- 
weise: Anionische Polymerisation durch pH-Ande- 

25 rung, kationische Polymerisation mit z.B. Eisensal- 
zen, radikalische Polymerisation mit UV-Licht und 
durch ionisierende Strahlung. 

Der fOr die Herstellung der Mikropartikel mogli- 
che weite Temperaturbereich (-5 bis +80 *C) ge- 

30 stattet eine einfache Versuchssteuerung mit opti- 
malen Ausbeuten bei sehr unterschiedlichen Gasen 
bzw. leichtsiedenden FlUssigkeiten. 

Die Partikel enthalten freie Aldehydgruppen, 
die durch chemische Reaktionen mit anderen Mo- 

35 lekGlen kovalent verknupft werden konnen. Diese 
Mogjichkeit gestattet es, die Eigenschaften der 
Partikeloberflache gezielt zu verandem, ohne die 
echogenen Eigenschaften zu beeinflussen. Durch 
Auswahl geeigneter Kopplungsagenzien laflt sich 

40 die kolloidale Stabiiitat beeinflussen. Insbesondere 
wird dadurch das fur kolloidale Systeme haufig 
auftretende Phanomen der Agglomeration verhin- 
dert Dies wiederum ist von groflem Vorteil fOr die 
Entwicklung einer stabilen Formulierung. 

46 Neben der Beeinflussung der Stabiiitat bieten 

sich Mogiichkeiten, die Oberflache der Partikel so 
zu verandem, dafl ein drug-targeting moglich ist. 
Dies geschieht durch Ankoppelung geeigneter Bio- 
oder MakromolekOle (z.B. monoklonaler AntikbV- 

50 per), die eine hohe Gewebe- und Organspezifitat 
bewirken (G. Gregoriadis, G. Poste "Targeting of 
Drugs", Plenum Press 1988, New York) Oder durch 
Beeinflussung der Oberfiacheneigenschaften der 
Partikel durch Adsorption von MolekUlen (z.B. Ten- 

55 sid n). 

In AbhSngigkeit von der Wahl dieser MolekCile 
und von der Grotfe der Mikropartikel laflt sich eine 
Partikelanreicherung in/an Tumoren bzw. z.B. in 
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der Lunge, Leber, MHz und im Knochenmark errei- 
chen. Die Anreicherung im Knochenmark wird ins- 
besondere dadurch erreicht, da/3 kleine Partikel (< 
100 nm) mit z.B. Poloxamer 407 gecoatet werden. 
Sind die Partikel z.B. mit Poloxamin 908 gecoated, 
wird das RES-System von diesen Partikeln Uber- 
wunden, und sie bleiben im Blutkreislauf (blood 
pool agent). 

Durch mit Antikorpern gekoppelte Teilchen laffi 
sich eine Anreicherung der Partikel in/an Tumoren 
erreichen. 

Ein aktives targeting laflt sich auch mit 
Magnetit-enthaltenden Mikropartikeln durchfuhren. 
Durch ein von auflen angelegtes Magnetfeld wer- 
den die Partikel in den gewunschten Stellen im 
intravasalen System angereichert. Es ergibt sich 
hierdurch die Moglichkeit, Strom ungsverhaltnisse 
z.B. in Blutgefafien zu untersuchen. 

Mit Hilfe der mit Magnetit beladenen Partikel 
ist es auch moglich, durch ein von au/ten einge- 
strahltes magnetisches Wechselfeld lokal hohe 
Temperaturen zu erzeugen. Dies laflt sich thera- 
peutisch ausnutzen, z.B. zur Zerstorung von Tumo- 
ren (Hyperthermie-Therapie). Au/Jer der Verwen- 
dung eines magnetischen Wechselfeldes laflt sich 
ein Ultraschallfeld verwenden. Auch hierbei kommt 
es zu starken lokalen Temperaturerhohungen. 

Die Herstellung der erfindungsgemaflen Mikro- 
partikel erfolgt dadurch, dai3 man eine 0 bis 40 %, 
vorzugsweise 0,01 bis 10 % w/v Tensid(e) und 0 
bis 10 % w/v diagnostisch Oder therapeutisch wirk- 
same Bestandteiie und Gase Oder leichtfluchtige 
Flussigkeiten enthaitende waflrige Losung unter 
RUhren, bei einer Temperatur von -5* bis +80 ° C, 
vorzugsweise 0° bis 40 * C, einem pH-Wert von 7 
bis 14, vorzugsweise 9 bis 13, innerha lb von 1 
Minute bis 24 Stunden, vorzugsweise 1 Stunde bis 
10 Stunden, und gegebenenfalls unter Eihieiten von 
Gas mit copolymerisierbarem/n Aldehyd(en) bis zu 
einer Konzentration bezogen auf die Reaktionsmi- 
schung von 0,1 bis 50 %, vorzugsweise 3 bis 20 % 
w/v, sowie mit copolymerisierbaren Zusatzen einer 
Konzentration bezogen auf die Reaktionslosung 
von 0 bis 20 %, vorzugsweise 1 bis 5 % w/v, mit 
Crosslinker(n) einer Konzentration bezogen auf die 
Reaktionsmischung von 0 - 5 %, vorzugsweise 0,1 
bis 1 % w/v, umsetzt, 

anschlie/tend - gegebenenfalls nach Reinigung - 
die so erhaitenen Mikropartikel mit einer waflrigen 
Losung, die - bezogen auf die Aldehydmenge - bis 
zu aquimolare Mengen an Kopplungsagenz sowie 
0 bis 20 % , vorzugsweise 0,01 bis 10 % w/v 
Tensid(e) bezogen auf das Gesamtvolumen enthalt, 
unt r Ruhren bis zu 3 Tagen, vorzugsweise bis^zu 
2 Tagen, bei Temperaturen von 0° bis 60 "C, 
vorzugsweise 5° bis 30 "C, bei einem pH-Wert 
von 3 bis 9, vorzugsweise 5 bis 8, umsetzt und - 
gewunschtenfalls nach Reinigung - diese gegebe- 



nenfalls an Bio- oder MakromolekOle bindet. 

Die nach der ersten Reaktionsstufe erhaitenen 
Polymeraldehyd-Partikel haben auf der OberflSche 
Aldehydgruppen. Mit diesen Aldehydgruppen las- 

5 sen sich die fUr Aldehyde typischen Reaktionen 
durchfUhren (R.C. Schulz, Kolioidzeitschrift und 
Zeitschrift fUr Polymere, 182 (1-2), 99 (1961); Lehr- 
buch der organischen Chemie "Organikum". VEB 
Verlag der Wissenschaften, Berlin, 1984). Dadurch 

w ist man in der Lage, auf der Partikeloberflache 
Molekule anzukoppeln, die die Oberflacheneigen- 
schaften andern. 

Beispiele fur mogliche Reaktionen der Aldeh- 
ydgruppen: 

rs - Reduktion zu Alkohol 

- Oxidation zu Sauren 

- Oximierung 

- Iminbildung, gegebenenfalls gefolgt von Hy- 
drierung und gegebenenfalls anschliefiender 

20 N-alkylierung 

- Hydrazonbildung, gegebenenfalls gefolgt von 
Hydrierung 

- Mercaptalisierung 

- Acetalisierung 

25 - Disproportionierung durch NaOH (Cannizzarc^ 
Reaktion) 

- Aldolkondensation 

Die Kopplung von aminogruppenhaltigen Mole- 
kdlen an die in der ersten Reaktionsstufe gebilde- 

30 ten Partikel erfolgt durch Umsetzung mit den Al- 
dehydgruppen. Hierbei wahlt man beispielsweise 
folgende experimentelle Bedingungen: 

1000 mg Polyacrolein-Partikel werden in 50 ml 
destilliertem Wasser suspendiert. Zu dieser Parti- 

35 kelsuspension werden 5000 mg der umzusetzen- 
den Su b stanz zug egeben und bei Raumtemperatur 
geruhrt. Entsprechend der Reaktionsgeschwindig- 
keit der Umsetzung mufi gerOhrt werden; bei lang- 
samen Reaktionsgeschwindigkeiten bis 48 Stun- 

40 den. Die Partikelsuspension wird anschliefiend dia- 
lysiert (Cut off 10000 d). 

EnthaJten die durch z.B. die oben angegebe- 
nen Reaktionen eingefUhrten Substituenten 
(gegebenenfalls intermediar geschutzte) funktionel- 

45 le Gruppen, so konnen diese nach dem Fachmann 
bekannten Verfahren in fur die Kopplung an Bio- 
oder MakromolekOle geeignete reaktive Gruppen 
umgewandelt werden. Bevorzugte derartige Grup- 
pen sind beispielsweise die Maleimidobenzoyl-, 3- 

50 Sulfomaleimido-benzoyl, 4-(Maleimidomethyl)- 
cyclohexylcarbonyl-, 4-[3-Sulfo-(maleimido-methyl)- 
cyclohexylcarbonyl-, 4-(p-Maleimidophenyl)- 
butyryl-, 3-(2-Pyridyl-dithio)propionyl-, 
Methacryloyl-(pentamethylen)-amido-, Bromacetyl-, 

55 Jodacetyl-, 3-Jodpropyl-. 2-Bromethyl-, 3- 
Mercaptopropyl-, 2-MercaptoethyK Phenylenisot- 
hiocyanat, 3-Aminopropyl-, Benzylester-, 
Ethylester-, t-Butylester, Amino-, Ci-Cc-Alkylamino- 
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, Aminocarbonyl-, Hydrazino-, Hydrazinocarbonyl-, 
Maleimido-, Methacrylamido-, 
Methacryloylhydrazinocarbonyl-, 
Maleimidamidocarbonyl-, Halogeno-, Mercapto-, 
Hydrazinotrimethylenhydrazinocarbonyl-, 
Aminodimethylenamidocarbonyl-.Bronricarbonyl-, 
Phenylendiazonium-, Isothiocyanat-, Semicarbazid-, 
Thiosemicarbazid-, Isocyanat-Gruppe. 

Eine Aminogruppe kann beispielsweise nach 
literaturbekannten Methoden (z.B. mit Thiophosgen 
in einem Zweiphasensystem, S. Scharma, Synthe- 
sis 1978, 803, D.K. Johnson, J. Med. Chem. 1989, 
Vol. 32, 236) in eine Isothiocyanatgruppe umge- 
wandelt werden. 

Durch Umsetzung einer Aminofunktion mit ei- 
nem Halogenessigsaurehalogenid kann eine a-Ha- 
logenacetamidgruppe generiert werden (JACS 
1969, Vol. 90, 4508; Chem. Pharm. Bull. 29 (1), 
128, 1981), die ebenso wie z.B. die Isothiocyanat- 
gruppe zur Kopplung an Bio- und MakromolekGle 
geeignet ist. 

Als Substituenten, der in eine fUr eine Bindung 
an ein Makro- Oder BiomolekOI geeignete funktio- 
nelle Gruppe OberfUhrt werden kann, sind unter 
anderem Hydroxy- und Nitrobenzyl-, Hydroxy- und 
Carboxyalkyl- sowie Thioalkylreste mit bis zu 20 
Kohlenstoffatomen geeignet. Sie werden nach dem 
Fachmann bekannten Literaturverfahren [Chem. 
Pharm. Bull. 33. 674 (1985), Compendium of Org. 
Synthesis Vol. 1-5, Wiley and Sons, Inc., Houben- 
Weyl, Methoden der organischen Chemie, Band 
VIII, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, J. Biochem. 
92, 1413, (1982)] in die gewOnschten Substituenten 
(zum Beispiel mit der Amino-, Hydrazino-, 
Hydrazinocarbonyl-, Epoxid-, Anhydrid-, 
Methacryloylhydrazinocarbonyl-, 
Maleimidamidocarbonyl-, Halogeno-, 
Halogenocarbonyh Mercapto-, Isothiocyanatgruppe 
als funktioneller Gruppe) umgewandelt, wobei im 
Falle des Nitrobenzylrestes zunachst eine katalyti- 
sche Hydrierung (zum Beispiel nach P.N. Rylander, 
Catalytic Hydrogenation over Platinum Metals, Aca- 
demic Press 1967) zum Aminobenzylderivat vorge- 
nommen werden mufl. 

Beispiele fOr die Umwandlung von an aromati- 
sche oder aliphatische Reste gebundenen 
Hydroxy- oder Aminogruppen sind die in geeigne- 
ten Losungsmitteln wie Tetrahydrofuran, Dime- 
thoxyethan oder Dimethylsulfoxid, zweiphasigen 
wSflrigen Systemen, wie z.B. 

Wasser/Dichlormethan, in Gegenwart eines SSure- 
fangers wie zum Beispiel Natriumhydroxid, Natri- 
umhydrid oder Alkali oder Erdalkalicarbonaten wie 
zum Beispiel Natrium-, Magnesium-, Kalium-, Cal- 
ciumcarbonat oder Poly-(4-vinylpyridin) Reillex (R) 
bei Temperaturen zwischen 0 * C und dem Siede- 
punkt des jeweiligen Losungsmittels, vorzugsweise 
jedoch zwischen 20 * C und 60 * C, durchgefOhrten 



Umsetzungen mit inem Substrat der allgemeinen 
Formel I 

Nf-L-Fu (I). 

5 

worin Nf fQr ein Nucleofug wie z.B. CI, Br, J. 
CH3CGH4SO3 oder CF3SO3. L fOr einen aliphati- 
schen, aromatischen, arylaliphatischen, verzweig- 
ten, geradkettigen oder cyclischen Kohlenwasser- 
10 stoffrest mit bis zu 20 Kohlenstoffatomen und Fu 
ftir die gewOnschte funktionelle Gruppe, gegebe- 
nenfalis in geschutzter Form, stehen (DE-OS 34 17 
413). 

Als Beispiele fOr Verbindungen der allgemei- 
15 nen Formel I seien genannt . 

Br(CH 2 )2NH2, Br(CH 2 ) 3 OH, BrCH 2 COOCH 3 , 

BrCH 2 C0 2 ! Bu, CICH 2 CONHNH 2 , 

Br(CH 2 C0 2 O2 H5 , BrCH 2 CO Br, BrCH 2 CON H 2 , 

CICH2COOC2H5, 
20 BrCH 2 CONHNH 2 , 



0 

/\ 
BrCH -CH-CH. 

25 * * 

. CF 3 S03(CH 2 ) 3 Br, BrCH 2 C^CH, BrCH 2 CH = CH 2 , 
BrCH 2 C 6 H4NCS. 

Umwandlungen von Carboxy-Gruppen kpnnen 

30 zum Beispiel nach der Carbodiimid-Methode 
(Fieser, Reagents for Organic Syntheses 10, 142), 
Ober ein gemischtes Anhydrid [Org. Prep. Proc. Int. 
7, 215 (1975)] oder Uber einen aktivierten Ester 
(Adv. Org. Chem. Part B, 472) durchgefUhrt wer- 

.35 den: 

Die so erhaltenen kopplungsagenz-tragenden 
Mikropartikel konnen auch an Bio- Oder Makromo- 
lekGle geknupft sein, von denen bekannt ist, da/3 
sie sich in dem zu untersuchenden Organ Oder 

40 Organteil besonders anreichern. Solche MolekUle 
sind beispielsweise Enzyme, Hormone, Polysac- 
charide wie Dextrane Oder Starken, Porphyrine, 
Bleomycine, Insulin, Prostaglandine, Steroidhormo- 
ne, Aminozucker, AminosSuren, Peptide wie Poly- 

45 lysin, Proteine (wie zum Beispiel Immunoglobuline, 
monoklonale Antikorper, Lektine), Lipide (auch in 
Form von Liposomen) und Nukleotide vom DNA- 
oder RNA-Typ. Besonders hervorzuheben sind 
Konjugate mit Albuminen, wie Humanserumalbu- 

50 min, AntikbVpern, wie zum Beispiel monoklonale, 
fUr tumorassoziierte Antigene spezifische Antikor- 
per oder Antimyosin. Anstelle von biologischen Ma- 
kromolekOI n konnen auch g ignete synthetische 
Polymer wie Polyethylenimine, Polyamide, Poly- 

55 harnstoffe, Polyether wie Polyethylenglykole und 
Polythioharnstoffe angeknUpft werden. Die hieraus 
gebildeten pharmazeutischen Mittel eignen sich 
beispielsweise zur Anwendung in der Tumor- und 
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Infarkt-Diagnostik sowie Tumortherapie. Monoklona- 
le Antikorper (zum Beispiel Nature 256 , 495, 1975) 
haben gegenuber polyklonalen Antikorpern die 
VorzOge, dafl sie spezifisch fur eine antigene De- 
terminants sind, eine definierte Bindungsaffinitat 
besitzen, homogen sind (damit wird ihre Reindar- 
stellung wesentlich einfacher) und in Zellkulturen in 
grofien Mengen hersteilbar sind. Als solche sind 
zum Beispiel fUr die Tumordarstellung monoklonale 
Antikorper bzw. deren Fragmente Fab und F(ab')2 
geeignet, die zum Beispiel spezifisch sind fur hu- 
mane Tumore des Gastrointestinaltraktes, der 
Brust, der Leber, der Blase, der Keimdrusen und 
von Melanomen [Cancer Treatment Repts. 68, 317, 
(1984), Bio Sci 34, 150, (1984)] oder gegen Carci- 
nomembryonalerAntigen (CEA), Humanes Chorio- 
gonadotropin (0-HCG) oder andere tumorstandige 
Antigene, wie Glycoproteine, gerichtet sind [New 
Engl. J. Med. 298, 1384, (1973), US-P 4,331,647]. 
Geeignet sind unter anderem auch Anti-Myosin, 
Anti-Insulin- und Anti-Fibrin- Antikorper (US-P 
4,036,945). 

Coloncarcinome lassen sich mit Hilfe von 
Mikropartikel-Konjugaten mit dem Antikorper 17-1 A 
(Centocor, USA) diagnostisch nachweisen. 

Im Falle der Antikorper-Konjugate darf die Bin- 
dung des Antikorpers an die Mikropartikel nicht 
zum Veriust oder zur Verminderung der Bindungs- 
affinitat und Bindungsspezifitat des AntikSrpers 
zum Antigen fuhren. Dies kann entweder durch 
Bindung an den Kohlenhydrat-Anteil im Fc-Teil des 
Glycoproteins bzw. in den Fab oder F(abVFrag- 
menten oder durch Bindung an Schwefelatome des 
Antikorpers bzw. der Antikorper-Fragmente erfol- 
gen. 

Im ersten Fall mufi zunachst eine oxidative 
Spaltung von Zuckereinheiten zur Generation kopp- 
lungsfahiger Formylgruppen durchgefuhrt werden. 
Dtese Oxidation kann auf chemischem Wege mit 
Oxidationsmitteln wie z.B. Perjodsaure, Natriumme- 
taperjodat oder Kaliummetaperjodat nach literatur- 
bekannten Methoden (zum Beispiel J. Histochem 
and Cytochem. 22, 1084, 1974) in waBriger Losung 
in Konzentrationen von 1 bis 100, vorzugsweise 1 
bis 20 mg/ml, und einer Konzentration des Oxida- 
tionsmittels zwischen 0,001 bis 10 mMol, vorzugs- 
weise 1 bis 10 mMol, in einem pH-Bereich von ca. 
4 bis 8 bei einer Temperatur zwischen 0 bis 37 * C 
und einer Reaktionsdauer zwischen 15 Minuten 
und 24 Stunden vorgenommen werden. Auch auf 
enzymatischem Wege kann die Oxydation, bei- 
spielsweise mit Hilfe von Galaktoseoxidase, in einer 
Enzymkonzentration von 10 - 100 Einheiten/ml, ei- 
n r Substratkonzentration von 1 bis 20 mg/ml, bei 
einem pH-Wert von 5 bis 8, einer Reaktionsdauer 
von 1 bis 8 Stunden und einer Temperatur zwi- 
schen 20 und 40 ° C, durchgefOhrt werden (zum 
Beispiel J. Biol. Chem. 234, 445, 1959). 



An die durch Oxidation gen ri rten Aldehyde 
werden Mikropartikel mit geeigneten funktion Hen 
Gruppen, wie zum Beispiel Hydrazin, Hydrazid, Hy- 
droxylamin, Phenylhydrazin, Semicarbazid und 

5 Thiosemicarbazid, durch Reaktion zwischen 0-37 
* C, bei einer Reaktionsdauer von 1 bis 65 Stun- 
den, einem pH-Wert zwischen ca. 5,5 und 8, einer 
Antikorperkonzentration von 0,5 bis 20 mg/ml und 
einem molaren Verhaltnis des Komplexbildners 

w zum Antikorperaldehyden von 1:1 bis 1000:1 $e- 
bunden. Die anschlieflende Stabilisierung des Kon- 
jugats erfolgt durch Reduktion der Doppelbindung, 
z.B. mit Natriumborhydrid oder Natriumcyanoborh- 
ydrid; das Reduktionsmittel wird dabei in einem 10 

rs bis 100fachen Oberschufl verwendet (zum Beispiel 
J. Biol. Chem. 254, 4359, 1979). 

Die zweite Moglichkeit der Bildung von 
Antikorper-Konjugaten geht aus von einer schonen- 
den Reduktion der Disulfid-Brucken des 

20 Immunoglobulin-MolekOls; hierbei werden die emp- 
findlicheren Disulfid-Brucken zwischen den H-Ket- 
ten des Antikorper-Molekuls gespalten, wahrend 
die S-S-Bindungen der Antigenbindenden Region 
intakt bleiben, so da/3 praktisch keine Verminde- 

25 rung der Bindungsaffinitat und -spezifitSt des Anti- 
korpers eintritt (Biochem. 18, 2226, 1979, Handbo- 
ok of Experimental Immunology. Vol. 1, Second 
Edition, Blackwell Scientific Publications, London 
1973, Chapter 10). Diese freien Suifhydryl-Gruppen 

30 der interHKetten Regionen werden dann mit geeig- 
neten funktionellen Gruppen der Mikropartikel bei 0 
bis 37 * C, einem pH-Wert von ca. 4 bis 7, und 
einer Reaktionsdauer von 3 bis 72 Stunden unter 
Ausbildung einer kovalenten Bindung, die die 

35 Antigen-Bindungsregion des Antikorpers nicht be- 
_ejnflu/3t,_umgesetzt-Als-geeignete reaktive Gruppen 
seien beispielsweise genannt: HalogenalkyI-, 
Halogenacetyh p-Mercuribenzoat-, Isothiocyanat-, 
Thiol-, Epoxidgruppen sowie Gruppen, die einer 

40 Michael-Additions-Reaktion, wie zum Beispiel Mai- 
einimide, Methacrylogruppen (zum Beispiel J. 
Amer. Chem. Soc. KM, 3097, 1979), zu unterwer- 
fen sind. 

Zur VerknOpfung der Antik5rperfragmente mit 
45 den Mikropartikeln gibt es zusatzlich eine Reihe 
geeigneter, oft auch kommerziel! erhaltlicher bi- 
funktioneller "Linker" (siehe zum Beispiel Pierce, 
Handbook and General Catalogue 1986), die so- 
wohl gegenUber den SH-Gruppen der Fragmente 
so als auch gegenuber den Amino- bzw. Hydrazino- 
gruppen der Mikropartikel reaktiv sind. Als Beispie- 
le seien genannt: 

m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester 
(MBS), 

55 m-Maleimidobenzoyl-N-sulfosuccinimidester (Sulfo- 
MBS), 

N-Succinimidyl-[4-(lodac tyl)-amino]- 
benzoesaureester (SIAB), 
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Succinimidyl-4(N-maleimidomethyl)-cyclohexan-1- 
carbonsaureester (SMCC), 
Succinimidyl-4(p-maleimidophenyl)- 
buttersaureester (SMPB), 
N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)- 
propionsSureester (SDPD), 
4-[3-(2,5-Dioxo-3-pyrrolinyl)-propionyloxy>3-oxo- 
2,5-diphenyl-2,3-dihydrothiophen-1 ,1 -dioxid, 
Acetylalanylleucylalanylaminopbenzyl, 
Acetamido-p-thioureidobenzyl. 

Es konnen auch Bindungen nicht-kovalenter Art 
zur Kopplung an das Bio- oder MakromolekGI ge- 
nutzt werden, wobei sowohl ionische als auch van 
der Waals- und WasserstoffbrGcken-Bindungen in 
wechselnden Anteilen und Starke (Schlussel- 
Schlofl-Prinzip) zur Bindung beitragen konnen (zum 
Beispiel Avidin-Biotin, Antikorper- Antigen). Auch 
Einschluflverbindungen (host-guest) kleinerer Kom- 
plexe in gro/tere Cavitaten beim MakromolekGI sind 
moglich. 

Das Kopplungsprinzip besteht darin, zunSchst 
ein bifunktionelies MakromolekGI herzusteilen, in- 
dem man entweder ein gegen ein Tumorantigen 
gerichtetes AntikOrper-Hybridom mit einem gegen 
die erfindungsgemaflen Mikropartikel gerichtetes 
zweiten Antikorper-Hybridom fusioniert Oder ' die 
beiden Antikorper chemisch Gber einen Linker 
(beispielsweise in der im J. Amer. Chem. Soc. 101^, 
3097 (1979) angegebenen Weise) miteinander ver- 
knGpft oder den gegen das Tumorantigen gerichte- 
ten Antikorper, gegebenenfalls Gber einen Linker, 
an Avidin (bzw. Biotin) bindet [D.J. Hnatowich et 
al.. J. Nucl. Med. 28, 1294 (1987)]. Anstelle der 
Antikorper konnen auch ihre entsprechenden F- 
(ab)- bzw. F(ab l )2-Fragmente verwendet werden. 
FGr die pharmazeutische Anwendung injiziert man 
zunSchst das bifunktionelle MakromolekGI, das sich 
am Zielort anreichert, und dann im zeitlichen Ab- 
stand die erfindungsgemaiBen Mikropartikel 
[gegebenenfalls an Biotin (bzw. Avidin) gebunden], 
die in-vivo am Zielort angekoppelt werden und dort 
ihre diagnostische oder therapeutische Wirkung 
entfalten konnen. DarGberhinaus konnen auch an- 
dere Kopplungsmethoden wie beispielsweise das in 
Protein Tailoring Food Med. Uses [Am. Chem. Soc. 
Symp.] (1985), 349, beschriebene "Reversible Ra- 
diolabeling" zur Anwendung kommen. 

Mit der sogenannten Festphasen-Kopplung 
steht eine besonders einfache Methode zur Her- 
stellung von Antikorper-Konjugateh bzw. 
Antikorperfragment-Konjugaten zur VerfGgung: Der 
Antikorper wird an eine stationare Phase (z.B. ei- 
nen lonenaustauscher), der sich zum Beispiel in 
einer Glassaul b findet, gekoppelt. Durch sukzes- 
sives SpGlen der Saul mit einer zur G n rierung 
von Aldehyd-Gruppen geeignet n Losung, Wa- 
schen, SpUlen mit einer Losung der funktionalisier- 
ten Mikropartikel, Waschen und schli tflich Eluieren 



des Konjugats werden sehr hohe Konjugat-Ausbeu- 
ten erhalt n. 

Dieses Verfahr n rlaubt die automatische und 
kontinuierliche Produktion beli biger Mengen an 
s Konjugaten. 

Auch andere Kopplungsschritte konnen auf die- 
se Art und Weise durchgefOhrt werden. 

So konnen zum Beispiel durch die Sequenz 
Papain-Reduktion/bifunktioneller 
io Linker/funktionalisierte Mikropartikel Fragment-Kon- 
jugate hergestelit werden. 

Die so gebildeten Verbindungen werden an- 
schlieflend vorzugsweise chromatographisch gerei- 
nigt 

;s Es lassen sich Partikel in der Grdfle von 0,04 - 
100 firr\ t vorzugsweise 0,1 - 40 ^m, herstellen. Die 
Grofie der Partikel ISBt sich im wesentlichen beein- 
flussen durch Variation der Ausgangskonzentration 
von Monomer, Tensid und pH-Wert. 

20 Beispiele fur die Herstellung von Partikeln be- 

stimmter Gr6/te: 

1. ) 

Acroieinkonzentration: 
10 % (W/V) 
25 Tensidkonzentration: 
1,5%(W/V) 
pH-Wert: 
10,0 

Temperatur: 
30 4 * C 

Werden diese Bedingungen gewahlt, so erhalt 
man Partikel mit einem mittleren Durchmesser 
von 750 nm. 

2. ) 

35 Acroieinkonzentration: 

20 % (WA0 

Tensidkonzentration: 

0,2 % (WA/) 

PH-Wert 
40 10,0 

Temperatur: 

2-C 

Unter diesen Bedingungen erhSIt man Partikel 
mit einem mittleren Durchmesser von 40 ^m. 
45 3.) Bei gleichen Bedingungen wie unter 2.) auf- 
gefGhrt, jedoch bei einer Acroieinkonzentration 
von 10 % (WA/) erhalt man Partikel mit einem 
mittleren Durchmesser von 8 /im. 

4. ) 

so Acroieinkonzentration: 

10 % (WA/) 

Tensidkonzentration: 

0,5 % (WA/) 

pH-Wert: 
55 11.0 

Mittl r r Partikeldurchmesser: 

560 nm 

5. ) Unt r gleichen Bedingungen wie unter 4.), 
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nur bei einem pH-Wert von 9 ergibt sich eine 

mittlere Partikelgr60e von 3,2 /im. 
Als Tensid wird 

Polyglutaraidehydnatriumhydrogensulfit-Addukt 
(PGL) verwendet 

Anstelle des 
Polyglutaraldehydnatriumhydrogensulfit-Addukts 
(PGL) kann auch 

Polyacroleinnatriumhydrogensulfit-Addukt (PAC- 
SO3) eingesetzt werden, ohne 6a& ein Einflufl auf 
die PartikeigroBe zu beobachten ist. 

Synthese von PGL: 

Eine 25 % waflrige Losung von Glutaraldehyd 
wird Uber Aktivkohle gereinigt. Anschlieflend wird 
durch die Einieitung von N 2 in die waflrige Losung 
die Losung von O2 befreit. Ferner wird eine Puffer- 
losung (Phosphatpuffer, 1 moiar) auf pH = 11 
eingestellt. Die Pufferlosung wird auch von O2 
durch Einieitung von N 2 befreit. Die Pufferlosung 
und Glutaraldehydlosung werden zusammenge- 
bracht und unter N 2 -Atmosphare 72 Stunden lang 
polymerisiert. Danach wird das Polymerisat filtriert 
und mit Aceton und Wasser gewaschen. Das gewa- 
schene Polymerisat wird im Vakuumtrockenschrank 
bei 45 *C getrocknet. In 30 ml H 2 0, das 12,5 g 
NaHS0 3 enth&lt, werden 5 g Polyglutaraldehyd ge- 
I5st. Die Losung wird mit destilliertem H 2 0 dialy- 
siert. Anschlieflend wird die Losung lyophilisiert. 

Die erfindungsgemaflen Partikel lassen sich in 
waflrigen Losungen suspendieren, ohne da/3 es zu 
Aggregation der Teilchen kommt. Zur Herstellung 
einer galenischen Formulierung, die parenteral app- 
lizierbar ist, lassen sich waJ3rige Losungen verwen- 
den, die isotonisierende Zusatze wie Natriumchlo- 
rid, Zuckeralkohole (Mannit, Sorbit, Xylit etc.) oder 
Zucker (Glucose, Fructose) enthalten. Zur Einstel- 
lung des pH-Wertes konnen Puffer wie 
Trometamol/HCI, Citronensaure/NaOH etc. gewahlt 
werden. 

Synthese von PAC-SO3: 

A. In einem Dreihalskolben versehen mit Tropft- 
richter und ROhrer werden 100 ml destilliertes 
Wasser gegeben und durch Einleiten von Stick- 
stoff von Sauerstoff befreit. Danach werden 
1,829 g K 2 S 2 0 8 zu diesem Wasser gegeben 
und gelost. Nachdem sich K 2 S 2 0a vollstSndig 
aufgelb'st hat. wird zu dieser Losung 20 ml 
frisch destilliertes Acrolein gegeben. Danach 
wird 1,14 g AgN0 3 ge!6st in 5 ml Wasser zuge- 
geben und unter RUhren 2 Stund n lang poly- 
merisiert. Das ausgefallene Polymerisat wird ab- 
filtriert, mehrfach mit Wasser gewaschen und 
anschlieflend wird zur Entfernung der Silberio- 
nen 11 Wasser, in dem 1,63 g Natriumthiosulfat 
ge!6st sind, 1 Stunde lang resuspendiert. Das 



Polymerisat wird abfiltriert und im Vakuumtrok- 
kenschrank bei 45 * C getrocknet. Das getrock- 
nete Polymerisat wird in einem Morser grob 
zerkleinert. 10 g zerkleinertes Polymerisat wer- 

5 den in 100 ml Natriumhydrogensulfit (37 %) 
gelost. Danach wird die Losung gegen destillier- 
tes Wasser dialysiert (cut off 5000 d). Das Dialy- 
sat wird als Tensid fur die Herstellung der 
Polyacrolein-Mikropartikel eingesetzt. 

70 B. In einem Rundkolben werden 100 ml destil- 
liertes Wasser vorgelegt. Unter RUhren wird 20 
ml frisch destilliertes Acrolein zugegeben. An- 
schlie/tend wird durch Zugabe von NaOH-L6- 
sung (2 N) der pH des Reaktionsgemischs auf 

rs 10,5 eingestellt und dies unter RUhren 2 Stun- 
den lang polymerisiert. Das ausgefallene Poly- 
merisat wird abfiltriert, mehrmais mit Wasser 
gewaschen und im Vakuumtrockenschrank bei 
45 °C getrocknet. 10 g Polymerisat werden in 

20 100 ml NaHS0 3 -L6sung (37 %) gelost. Die L6- 
sung wird gegen bidestilliertes Wasser dialysiert 
(cut off 5000 d). Der Ruckstand wird als Tensid 
bei der Herstellung der Polyacrolein-Mikroparti- 
kel verwendet 

25 Beispiele 

1. ) In 100 ml einer Formulierung sind enthalten: 

Partikel: 
100 mg 
30 Trometamol: 
2.4 mg 

+ HCL fur pH = 7,4 
Mannit: 
5500 mg 
1 35 Wasser: 
ad 100 ml 

2. ) In 100 ml einer Formulierung sind enthalten: 

Partikel: 
50 mg 

40 Natriumchlorid: 
860 mg 
Wasser 
ad 100 ml 

Ein Aufschwimmen der Partikel kann dadurch 
45 verhindert werden, dafl die mittlere Dichte des Par- 
tikels an die des umgebenden Vehikels angegli- 
chen wird. 

Dies kann durch Zusatze von Substanzen ho- 
herer Dichte (RSntgenkontrastmittel, Magnetite) er- 
50 reicht werden. Diese Moglichkeit bietet sich beson- 
ders bei Partikeln mit geringem Polyaldehydgehalt 
an. 

Die erfindungsgemaflen pharmazeutischen Mit- 
tel enthalten 0,1 /ig - 100 mg Mikropartik l/ml, 
55 vorzugsweise 10 ^g - 1 mg Mikropartikel/ml galeni- 
scher Formulierung und werden in der Regel in 
Dosen von 0,01 ml - 10 ml/kg, vorzugsweise 0,1 - 1 
ml/kg Korpergewicht, dosiert. Sie sind zur ent ra- 
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len und parenteralen Applikation bestimmt. 

Zur Verwendung in der Hyperthemie-Therapie 
werden die erfindungsgemafien pharmazeutischen 
Mittel in der Regel in Mengen von 0,001 - 10 mg, 
vorzugsweise 0,01 - 1 mg pro g Tumor eingesetzt. 

Die nachfolgenden Beispiele soilen die Erfin- 
dung erlautern, ohne sie auf diese zu beschranken. 

Methoden zur Herstellung des Kontrastmittels 

1. Reaktionsstufe: 

" A) Eine tensidhaltige (0,01 - 5 % w/v) waflrige 
Losung wird unter RUhrung auf 0 * C abgekUhlt 
Dabei wird ein Gas in die LQsung eingeleitet. 
Der pH-Wert der Losung wird mit NaOH auf den 
gewilnschten pH-Wert (vorzugsweise 9-13) 
eingestellt. Zu dieser Losung wird das Monomer 
bzw. Monomergemisch gegeben. Nach 30 Minu- 
ten wird die Ruhrgeschwindigkeit reduziert. 
Nach 1 Stunde wird das Reaktionsgemisch mit 
der oben angegebenen tensidhaltigen wafirigen 
Losung verdUnnt. Die Ruhrgeschwindigkeit wird 
noch weiter gesenkt. Nach 4 Stunden werderi 
die ausgefailenen nicht-gasenthaltenden Mikro- 
partikel von der Ubrigen Suspension dekantiert 
und verworfen. Die dekantierte Suspension wird 
dialysiert, urn das Kontrastmittel von Restmono- 
meren zu reinigen. 
Ausbeute: 80 - 90 % 

B) Eine waflrige LBsung, welche die gewUnschte 
Tensid- und Monomermenge enthalt, wird auf 0 
* C abgekUhlt. Dabei wird das gewOnschte Gas 
unter RUhren durch die Losung eingeleitet. An- 
schlie/tend wird mit NaOH der pH-Wert der Lo- 
sung auf vorzugsweise 9-13 eingestellt. Nach 1 

Stunde_wird_das_Reaktionsgemisch verdUnnt 

Nach 3-4 Stunden wird die Mikropartikel ent- 
haltende Suspension von dem ausgefailenen 
Polymerisat, das verworfen wird, getrennt Die 
Suspension wird durch Dialyse gereinigt. 
Ausbeute: 80 - 90 % 

Belsplel 1 

Es werden 91 ml 0,5 %ige waflrige Tensidlo- 
sung in einen Kolben gegeben. Der pH-Wert der 
Losung wird mit 0,2 N NaOH-LBsung auf 11 einge- 
stellt. Durch die Losung wird N 2 eingeleitet. Zu der 
auf 0 " C abgekUhlten 0,5 %igen Tensidfdsung 
wird 9,5 ml frlsch destilliertes Acrolein getropft. 
Nach 1 Stunde werden zum Reaktionsgemisch wei- 
tere 100 ml 0,5 %ige TensidKJsung gegeben. Nach 
3 Stunden wird die Mikropartikel enthaltende Su- 
spension von den ausgefailenen Polymeren dekan- 
tiert und durch Dialyse gereinigt. 

Belsplel 2 

Es werd n 82 ml 0,08 %ige wafirige Tensidlo- 



sung in einen Kolben gegeben. Die Losung wird 
auf 0 *C abgekUhlt. Zu der abgekUhlten Losung 
werden 18 ml frisch destilliertes Acrolein zugege- 
ben. In die Losung wird unter RUhren Argon einge- 
s leitet Nach 1 Stunde wird der pH-Wert der Losung 
mit einer 0,2 N NaOH-Losung auf 12 eingestellt. 
Nach 2 Stunden werden 100 ml 0,08 %ige Tensid- 
losung zugegeben. Nach 3 Stunden wird die Su- 
spension dekantiert und dialysiert. 

10 

Beispiel 3 

Es werden 70 ml 0,08 %ige waflrige Tensidlo- 
sung, die 10 % Dimethylformamid enthSIt, in einen 

J5 Kolben gegeben. Der pH-Wert der L6sung wird mit 
0,2 N NaOH-Losung auf 11,5 eingestellt Die Lo- 
sung wird auf 0 " C abgekUhlt. Dabei wird N2 in die 
Losung eingeleitet. In diese Losung werden 30 ml 
frisch destilliertes Acrolein getropft. Nach 1 Stunde 

20 wird der Losung 100 ml 0,08 %ige Tensidlosung 
zugegeben. Nach 4 Stunden wird die Suspension 
von den ausgefailenen Polymeren getrennt und 
gereinigt. 

25 Beispfel 4 

Es werden 91 ml 0,5 %ige waJ3rige Tensidlo- 
sung, die 5 % Magnetit enthalt, in einem Kolben 
auf 0 ° C abgekUhlt. Der pH-Wert der Losung wird 

30 mit 0,2 N NaOH auf 12 eingestellt. Durch die 
Losung wird N 2 eingeleitet. Zu der auf 0 ° C abge- 
kUhlten L5sung werden 9 ml frisch destilliertes 
Acrolein zugetropft. Nach 1 Stunde werden dem 
Reaktionsgemisch 100 mi der 0,5 %igen Tensidlo- 

35 surig zugegeben. Die Mikropartikel enthaltende Su- 
spension_wir.d_dur£h_Qel^ 
Polymeren getrennt und dialysiert. 

Beispiel 5 

40 

Es werden 91 ml 0,5 %ige Tensidlosung in 
einen Kolben gegeben. Der pH-Wert der L6sung 
wird durch Zugabe von 0,2 N NaOH-Losung auf 12 
eingestellt. Die Losung wird auf 0 °C abgekUhlt 

45 Durch die Losung wird Argon eingeleitet Zu dieser 
Lflsung werden 9 ml frisch destilliertes Acrolein, 
welches 5 % Butylcyanoacrylat enthalt, zugetropft. 
Nach 1 Stunde werden weitere 100 ml der 0,5 
%igen Tensidlosung zugegeben. Die Suspension 

50 wird vom Bodensatz getrennt und gereinigt 

Beispiel 6 

Es werden 91 ml 0,08 %ige wa/Jrige Tensidlo- 
55 sung in einen Kolben gegeben. Der pH-Wert der 
LQsung wird durch Zugabe von 0,2 N NaOH-Lo- 
sung auf 10,5 ingest lit. Die Losung wird auf 0 
* C abgekUhlt Durch die Losung wird N 2 eingelei- 
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tet. Zu dieser Losung werderi 9 ml frisch destillier- 
tes Acrolein, welches 20 % a-Methylacrolein ent- 
halt, zugetropft. Nach 1 Stunde werden weitere 100 
ml der 0,08 %lgen Tensidlosung zugegeben. Nach 
2 Stunden wird die Mikrospharen-Suspension vom 
Bodensatz getrennt und gereinigt. 

Beispiel 7 

Es werden 91 ml 0,08 %ige waCrige Tensidlo- 
sung, welche 25 % Isopentan enthalt, in einen 
Kolben gegeben. Die Losung wird auf 0 - C abge- 
kuhlt. Zu dieser Losung werden 9 ml frisch destil- 
liertes Acrolein unter Ruhren zugegeben. Nach 2 
Stunden wird das Reaktionsgemisch filtriert. Die 
Mikropartikel werden durch Waschen mit Wasser 
gereinigt. Die Mikrospharen werden in Wasser re- 
suspendiert. 

Tensidlosung: 
Polyglutaraldehydnatriumhydrogensulfit-Addukt. 

2. Reaktionsstufe 

Eine Suspension von Polyacrolein-Mikroparti- 
keln in destilliertem Wasser wird durch Zugabe von 
0,01 N HCI-L6sung auf einen pH-Wert von 6,5 
eingestellt. Zu dieser Suspension wird unter RGh- 
ren bei Raumtemperatur ein Oberschufl des amin- 
haltigen Liganden gegeben. Der pH-Wert dieser 
Losung wird zuvor durch Zugabe von 0,01 N 
NaOH-Losung auf 8 eingestellt. 

Im Anschlu/3 rOhrt man in Abhangigkeit der 
Reaktionsgeschwindigkeit bis zu 48 Stunden bei 
Raumtemperatur. Zur Entfernung des UberschOssi- 
gen aminhaltigen Liganden.wird gegen Wasser-dia- 
lysiert. 

Gegebenenfalls werden die gebildeten Schiff- 
schen Basen durch Zugabe von Reduktionsmitteln 
zu den Aminen reduziert 

Beispiel 6 

1000 mg Polyacroiein-Mikropartikel aus Bei- 
spiel 1 werden in 50 ml Wasser resuspendiert. Zu 
dieser Suspension werden 1000 mg 3- 
Aminopropan-1 -sulfonsaurezugegeben und 48 
Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wird 
die Suspension gegen Wasser dialysiert. 

Dann wird mit 150 mg NaBHaCN versetzt und 
bei pH 7,5 24 Stunden gerUhrt. Diese Suspension 
wird anschlie/tend gegen Wasser dialyisert. 

Gegebenenfalls kann das Amin alkyliert Oder 
mit Chloressigsaure, Acetanhydrid Oder Digiycol- 
saur anhydrid acetiyiert werden. 

Beispiel 9 



1000 mg Polyacrolein-Mikropartik I aus Bei- 
spiel 2 werden in 50 ml Wasser resuspendiert. Zu 
dieser Suspension werden 1000 mg 3-Aminopro- 
panphosphat zugegeben und 48 Stunden bei 

5 Raumtemperatur gerOhrt Danach wird die Suspen- 
sion gegen Wasser dialysiert. 

Dann wird mit 150 mg NaBH 3 CN versetzt und 
bei pH 7,5 24 Stunden gerUhrt. Diese Suspension 
wird anschlietfend gegen Wasser dialyisert. 

w Gegebenenfalls kann das Amin alkyliert otier 
mit Chloressigsaure, Acetanhydrid Oder Diglycol- 
saureanhydrid acetiyiert werden. 

Beispiel 10 

75 

1000 mg Polyacroiein-Mikropartikel aus Bei- 
spiel 3 werden in 50 ml Wasser resuspendiert. Zu 
dieser Suspension werden 1000 mg 8-Aminooctan- 
saure zugegeben und 24 Stunden bei Raumtempe- 

20 ratur gerUhrt. Danach wird die Suspension gegen 
Wasser dialysiert. 

Dann wird mit 150 mg NaBhbCN versetzt und 
bei pH 7,5 24 Stunden geruhrt. Diese Suspension 
wird anschlieflend gegen Wasser dialyisert. 

25 Gegebenenfalls kann das Amin alkyliert oder 
mit Chloressigsaure, Acetanhydrid oder Diglycol- 
saureanhydrid acetiyiert werden. 

Beispiel 11 

30 

1000 mg Polyacroiein-Mikropartikel aus Bei- 
spiel 4 werden in 50 ml Wasser resuspendiert. Zu 
dieser Suspension werden 1000 mg 5-Aminovaleri- 
ansaure zugegeben und 36 Stunden bei Raumtem- 

35 peratur geruhrt. Danach wird die Suspension gegen 
-Wasser dialysiert. 

Dann wird mit 150 mg NaBH 3 CN versetzt und 
bei pH 7,5 24 Stunden gerUhrt. Diese Suspension 
wird anschlie/tend gegen Wasser dialyisert 

40 Gegebenenfalls kann das Amin alkyliert oder 
mit Chloressigsaure, Acetanhydrid oder Diglycol- 
saureanhydrid acetiyiert werden. 

Beispiel 12 

45 

1000 mg Polyacroiein-Mikropartikel aus Bei- 
spiel 5 werden in 50 ml Wasser resuspendiert. Zu 
dieser Suspension werden 1000 mg D-Glucosea- 
minhydrochlorid zugegeben und 30 Stunden bei 

so Raumtemperatur geruhrt. Danach wird die Suspen- 
sion gegen Wasser dialysiert. 

Dann wird mit 150 mg NaBhbCN versetzt und 
bei pH 7,5 24 Stund n geruhrt. Diese Suspension 
wird anschlie/tend geg n Wasser diaiyis rt. 

55 Gegebenenfalls kann das Amin alkyliert oder 
mit Chloressigsaure, Acetanhydrid oder Diglycol- 
saureanhydrid acetiyiert werden. 
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Beisplel 13 

1000 mg Polyacrolein-Mikropartikel aus Bei- 
spiel 6 werden in 50 ml Wasser resuspendiert Zu 
dieser Suspension werden 1000 mg Hexamethylen- 
diamin zugegeben und 24 Stunden bei Raumtem- 
peratur gerUhrt. Danach wird die Suspension gegen 
Wasser dialysiert. 

Dann wird mit 150 mg NaBH 3 CN versetzt und 
bei pH 7,5 24 Stunden gerOhrt. Diese Suspension 
wird anschlie/tend gegen Wasser dialyisert. 

Gegebenenfalls kann das Amin alkyliert Oder 
mit Chloressigsaure, Acetanhydrid Oder Diglycol- 
saureanhydrid acetlyiert werden. 

Beisplel 14 

1000 mg Polyacrolein-Mikropartikel aus Bei- 
spiel 7 werden in 50 ml Wasser resuspendiert. Zu 
dieser Suspension werden 1000 mg Polylysin (MG 
= 32.600 Dalton) zugegeben und 30 Stunden bei 
Raumtemperatur gerOhrt. Danach wird die Suspen- 
sion mit Wasser gewaschen. 

Beisplel 15 

100 mg Polyacrolein-Mikropartikel aus Beispiel 
5 werden in 2,5 ml Wasser resuspendiert. Zu die- 
ser Suspension werden 250 mg in 2,5 ml Wasser 
gelSstes Humanserumalbumin gegeben und 8 
Stunden bei Raumtemperatur gerOhrt. Danach wird 
die Suspension gegen destilliertes Wasser dialy- 
siert (cut off 100.000). 

Beisplel 16 • 



1000 mg Polyacrolein-Mikropartikel aus Bei- 
spiel 4 werden in 50 ml Wasser resuspendiert. Zu 
dieser Suspension werden 1000 mg (2-Diethylami- 
no)-ethylamin gegeben und 20 Stunden bei Raum- 
temperatur gerOhrt. Danach wird die Suspension 
gegen Wasser dialysiert. 

Beisplel 17 

300 mg Polyacrolein-Mikropartikel aus Beispiel 
1 werden in 7,5 ml destilliertem Wasser suspen- 
diert. Zu dieser Suspension werden 750 mg in 7,5 
ml Wasser geloste 3-Aminopropan-l-sulfonsaure 
gegeben und 24 Stunden bei Raumtemperatur ge- 
rOhrt. Danach wird die Suspension gegen destillier- 
tes Wasser dialysiert (cut off 1000 d). 

Beisplel 18 

200 mg Polyacrolein-Mikropartikel aus Beispiel 
7 werden in 5 ml destilliertem Wasser resuspen- 
diert. Zu dieser Suspension werden 500 mg in 5 ml 



Wasser gelostes Lysin gegeben und 24 Stunden 
bei Raumtemperatur g rOhrt Danach wird die Su- 
spension gegen destilliertes Wasser dialysiert (cut 
off 5000 d). 

6 

In-vltro-Versuche 

In in-vitro-Experimenten werden durch ROck- 
streumessungen der Echoamplitude von Suspen- 

w sionen beispielhaft ausgewahlter erfindungsgema- 
fler Mikropartikel deren sehr gute akustische Eigen- 
schaften belegt. 

Zur Erklarung der in-vitro-Versuche und der 
daraus gewonnenen Abbildungen: 

75 Die Me/tepparatur besteht aus einem Ultra- 
schallsender kombiniert mit einem Ultraschallemp- 
fSnger und einer MeflkGvette mit der Probe. Zur 
Messung der akustischen Eigenschaften der Probe 
wird ein Ultraschallimpuls ausgesendet. Der Impuls 

20 wird an der Glaswand der KOvette gestreut, durch- 
lauft die Probe und wird dann, falls die Probe nicht. 
echogen ist, an der RGckseite der KOvette gestreut. 
Die RGckstreuung des Ultraschallimpulses wird 
vom Empfanger gemessen und durch eine Ande- 

25 rung der Amplitude (siehe Abbildungen) angezeigt 
In Abb. 1 ist das Ruckstreuverhalten von Was- 
ser (als Beispiel fur eine nicht echogene Probe) 
dargestellt. Es ist deutlich die RUckstreuamplitude 
der Vorderwand (bei 3 //sec) und der RUckwand 

30 (bei ca. 16 /xsec) der KOvette erkennbar. 

Wird eine echogene Probe vermessen, so er- 
gibt sich ein Ruckstreuverhalten wie es in den Abb. 
2 - 4 wiedergegeben ist. Das RUckstreusignal der 
KDvettenwand wird nicht erhalten, da der Ultra- 

35 schallimpuls durch Wechselwirkung mit der echo- 
genen Probe dissipiert bzw. so verandert wird, 6aB 
keine RGckstreuung mehr zum EmpfSnger erfolgen 
kann. 

Es wurden die Ruckstreuamplituden von waflri- 
40 gen Partikelsuspensionen der Beispiele 8 (Abb. 2), 
11 (Abb. 3) und 15 (Abb. 4), jeweils in einer Kon- 
zentration von 0,5 mg/ml, bestimmt 

In-vlvo-Versuche 

45 

Zur DurchfOhrung einer echokardiographischen 
Untersuchung bei einem ca. 10 kg schweren Hund 
(Beagle) werden die erfindungsgemS/ten Kontrast- 
mittel folgenderweise verwendet: Aus dem Vial mit 

so der gebrauchsfertigen Suspension wird 1 ml der 
Losung entnommen, die 40 tig/vr\\ mit Albumin ge* 
koppelte Partikel (Beispiel 15) in 5 % Glukoselo- 
sung enthalt. Die injektion dieses Kontrastmittels 
erfolgt in die Vena saphena ramus caudalis Uber 

55 einen allseitig offenen Dreiwegehahn mit einer In- 
jektionsgeschwindigkeit von mindestens 1 ml/s, 
gunstiger jedoch mit einer Geschwindigkeit von 3 
ml/s, gefolgt von einer Nachinjektion von 5 ml einer 
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physiologischen Kochsalziosung (0,9 %ig). Di 
Nachinjektion erfolgt, urn einen moglichst lange 
bestehenbleibenden Kontrastmittelbolus zu erhal- 
ten. Vor der Injektion (Abb. 6) wird ein "apikaler 
Vierkammerblick" bei dem Versuchstier mit einem 
handelsQblichen Schallkopf fQr die Echokardiogra- 
phie an der Thoraxwand (transthorakale Ableitung) 
eingestellt und mit einer Klammer fixiert. Vor, wah- 
rend und nach der Injektion wird die Schallablei- 
tung auf dem Bildschirm des Ultraschall-Untersu- 
chungsgerates angezeigt und ggf. auf Videoband 
Oder mit einem Videoprinter dokumentiert. Diese 
Versuchsanordnung entspricht dem Stand der 
Technik und ist dem Fachmann bekannt. 

Bei Erreichen des Ultraschail-Kontrastmittels im 
rechten Herz iassen sich die Kontrasteffekte im 
Farbdoppler, im 2D-Echobild oder im M-Mode 
Echobild verfoigen. Das Kontrastmittel markiert zu- 
erst das Blut des rechten Vorhofes, dann wird der 
rechte Ventrikel und schliefllich die Pulmonaiarterie 
kontrastiert. Hierbei tritt eine homogene Fullung 
auf, die fOr eine diagnostische Untersuchung aus- 
reichende Zeit anhalt Wahrend die Hohien des 
rechten Herzens sich wieder mit nicht kontrastier- 
tem Blut fOllen (Abnahme und Verschwinden der 
EchogenitSt in den Herzhohlen) erscheint das Kon- 
trastmittel nach der Lungenpassage (transkapillar) 
in den Pulmonalvenen, fullt dann den linken Vorhof, 
den linken Ventrikel und das nachfolgende Hoch- 
drucksystem homogen. Die Kontrasteffekte in den 
Hohien des linken Herzens halten langer an als die 
auf der rechten Herzseite. Neben der Kontrastie- 
rung der Hohien des linken Herzens erfolgt auch 
eine Kontrastierung anderer Organe, die die Durch- 
blutung wiederspiegelt. 

Abbildung-6-zeigtdie -Fullung des linken Venti- 

kels mit Kontrastmittel. 

Die Verwendung der erfindungsgemaflen 
Ultraschall-Kontrastmittel beschrankt sich nicht auf 
die Sichtbarmachung der Btutstrome im Gefaflsy- 
stem, eine Kontrastierung von Korperhohlen ist 
ebenso moglich. Bedingt durch die Durchblutungs- 
darsteilung kann auch mit gutem Erfolg die Unter- 
suchung anderer Organe mit diesen Kontrastmitteln 
erfolgen. 

Patentanspriiche 

1. Mikropartikel bestehend aus bioabbaubaren 
Polymeren, dadurch gekennzeichnet, dafl sie 
aufgebaut sind aus polymerisierbaren Aldeh- 
yden, die gewunschtenfails zur Copolymerisa- 
tion fahige Zusatze und/oder Crosslinker ent- 
halten, gegebenenfails Tensiden od r Tensid- 
gemischen, Gasen und/oder I ichtfluchtig n 
FlOssigkeiten in freier oder gebundener Form, 
Kopplungsagentien, gegebenenfails ub r di s 
Kopplungsagenzien gebundenen Bio- oder Ma- 



kromolekGlen sowie gegebenenfails diagno- 
stisch oder therapeutisch wirksamen Bestand- 
teilen. 

5 2. Pharmazeutische Mittel, dadurch gekennzeich- 
net, dafl sie Mikropartikel nach Anspruch 1 
sowie gegebenenfails in der Galenik ubliche 
Zusatze enthalten. 

to 3. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 sie in der Ultraschalldiagno- 
stik angewendet werden. 

4. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
75 kennzeichnet, dafl sie in der kUnstlichen part- 

iellen Hyperthermie angewendet werden. 

5. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl sie durch ein Sufleres Ma- 

20 gnetfeld gelenkt werden konnen. 

6. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die polymerisierbaren Al- 
dehyde ausgewahlt werden aus: 

25 I a,£-ungesattigten Aldehyden, wie zum 

Beispiel 

Acrolein 
Crotonaldehyd 
30 Propinaldehyd 

II. a-substituierten Acroleinderivaten, wie 
zum Beispiel 

a-Methylacrolein 
35 a-Chloroacrolein 
, . o-Phenylacrolein 

a-Ethylacrolein 

a-lsopropylacrolein 

a-n-Butylacrolein 
40 a-n-Propylacrolein 

III. Dialdehyden, wie zum Beispiel 

Glutaraldehyd, Succinaldehyd oder deren 
Derivate oder deren Mischungen mit zur 
45 Copolymerisation fahigen Zusatzen, wie 

zum Beispiel: 

a-substituierten Acroleinen 

0-substituierten Acroleinen 
so Ethylcyanacrylaten 

Methylcyanacrylaten 

Butylcyanacrylaten 

Hexylcyanacrylaten 

Methylmetacrylaten 
55 Vinylalkoholen 

Acrylsauren 

Methacrylsauren 

Acrylsaurechloriden 
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MethacrylsSurechloriden 
Acrylnitril 
Methacrylnitrilen 
Acrylamiden 

Substituierten Acrylamiden 

Hydroxymethylmethacrylaten 

Mesityloxid 

Dimethylaminoethylmethacrylaten-2- 

Vinylpyridinen 

N-vinyl-2-Pyrrolidinon 

7. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die gegebenenfalls enthalte- 
nen Tenside ausgewahlt werden aus ionoge- 
nen Oder nicht-ionogenen oberflachenaktiven 
Substanzen (Tensidenj wie zum Beispiel: 

Polyethylenoxid 

Polyoxyethylenpolyoxypropylenen wie 

Pluronic (R) F 68, Pluronic (R) F 108, Pluronic (R) F 
127, 

Polyethylenglykol, Poloxamin 908, Polaxamer 
407 

Carbonsauresalzen, wie zum Beispiel: Natriu- 
moleat 

Polyoxyethylenfettsaureestern, wie zum Bei- 
spiel: 

Polyoxyethylenstearat 

Natrlumdioctylsulfosuccinat 
Polyglutaraldehydnatriumhydrogensulfit-Addukt 
Polyacrolein-Natriumhydrogensulfit-Addukt 
PolyvinylsulfonsSure . 



8. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl als Gase bzw. leichtflOchtige 
FIGssigkeiten 

Ammoniak 
Luft 

Edelgase (Helium, Neon, Argon, Xenon, Kryp- 
ton) 

Schwefelhalogenide, wie zum Beispiel: Schwe- 

felhexafluorid, 

Stickstoff 

Kohlenstoffoxide 

Sauerstoff 

Wasserstoff, 

Kohlenwasserstoffe oder deren Gemische, wie 
zum Beispiel: 

Methan 
Ethan 



Propan 
Butan 
Pentan 
Neopentan 
5 Isopentan 

Cyclopentan 
Ethylen 
Propylen 
Acetylen 

70 3,3-Dimethyl-1-Butin « 

2,3-Pentadien 
2-Methyl-2-Buten 
2-Methy 1-1 ,3-Butadien 
2-Butin 

2- Methyl-1-Buten 

3- Methyl-1-Buten, 

halogenierte Kohlenwasserstoffe Oder Gemi- 
sche, wie zum Beispiel: 
Methylenchlorid 
1,1-Dichlorethylen 
Isopropylchlorid 
Dibromdifiuormethan 
Brommethan, 

Ether, wie zum Beispiel: Dimethylether, Dieth- 
ylether oder fluorierte Ether, 

Oder Verbindungen wie zum Beispiel: 

Dimethylaminoaceton 
Propylenoxid 
N-Ethylmethylamin 
N-Ethyldimethylamin 
35 Furan 

verwendet werden. 

9. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
40 kennzeichnet, daJ3 als Kopplungsagenzien 

I. Aminogruppenhaltige Verbindungen, wie 
zum Beispiel: 

Hydroxy lamin 
45 Butylamin 
Ally lamin 
Ethanolamin 

Trishydroxymethylaminomethan 

3-Amino-1 -propansulfonsaure 
so 5-AminovaleriansSure 

/3-Aminooctansaure 

D-Glucosaminhydrochlorid 

Aminogalactose 

Aminosorbit 
55 Aminomannit 

Diethylaminoethylamin 

Aniline 

Sulfonilsaureamid 
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Cholin 

N-Methylglucamin 

Piperazin 

1,6-H xandiamin 

Harnstoff 

Hydrazin 

Glycin 

Alanin 

Lysin 

Serin 

Valin 

Leucin 

Peptide 

Proteine 

Albumin 

Humanserumalbumin 

Polylysin ( 

Gelatine 

Polyglykolamine 

Aminopolyalkohole 

Dextransulfate mit Aminogruppen 

N-Aminopolyethylenglycol (HO-PEG-NH2) 

N.IST-Diaminopolyethylenglycol (NH2-PEG- 

NH 2 ) 

Antikorper 
Immunoglobuline 

IL Sauregruppenhaltige Verbindungen, wie 
z.B.: Carbonsauren 



PEG-NH-C0-CH o CH o -C0-NH-CH 
2 2 \ 



C00H 
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30 



Propionsaiure 

Buttersaure 

Valeriansaure 

Capronsaure 

Caprylsaure 

Caprinsaure 

Laurinsaure 

MyristinsSure 

Palmitinsaure 

StearinsSure 

Olsaure 

Linolsaure 

Linolensaure 

Cyclohexancarbonsaure 

Phenylessigsaure 

Benzoylessigsaure 

Chlorbenzoesaure 

Brombenzoesaure 

Nitrobenzoesaure 

Ortho-Phthalsaure 

Meta-Phthalsaure 

Para-Phthalsaure 

Salicylsaure 

Hydroxybenzoesaure 

Aminobenzoesaure 

Methoxybenzoesaure 



, 35 



40 



45 



50 



55 



CH 2 -C00H 



(PEG-Linker-Asparaginsaure) 
PEG-Linker-Glutaminsaure 
PEG-Linker-DTPA 
PEG-Linker-EDTA 

III. Hydroxygruppenhaltige Verbindungen, 
wie z.B.: Alkohole 

Methanol 

Ethanoi 

Propanol 

Butanol 

Pentanol 

Hexanol 

Heptanol 

Octanol 

Decanol 

Dodecanol 

Tetradecanol 

Hexadecanol 

Octadecanol 

Isopropylalkohol 

Isobutyialkohol 

Isopentylalkohol 

Cyclopentanol 

Cyclohexanol 

Crotylalkohol 

Benzylalkohol 

Phenylalkohol 

Diphenylmethanol 

Triphenylmethanol 

Zimtalkoho! 

Ethylenglykol 

1 ,3-Propandiol 

Glycerin 

Pentaerythrit 

IV. Polymerisierfahige Substanzen, wie 

a.jS-ungesattigte Aldehyde, wie z.B.: 

Acrolein 

Crotonaldehyd 

Propinaldehyd 

a-substituierte Acroleinderivate, wie z.B.: 

a-Methylacrolein 

a-Chloroacrolein 

a-Phenylacrolein 

a-Ethylacrolein 

a-lsopropylacrolein 

a-n-Butylacrolein 
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o-n-Propylacrolein 
DiaJdehyde, wie z.B.: 

Glutaratdehyd, Succtnaldehyd oder deren 
Derivate Oder deren Mischungen mit zur 5 
Copolymerisation fahigen Zusatzen, wie 
z.B.: 

a-substituierten Acroleinen 

0-substituierten Acroleinen w 

Ethylcyanacrylaten 

Methylcyanacrylaten 

Butylcyanacrylaten . 

Hexylcyanacrylaten 

Methylmetacrylaten w 

Vinylalkoholen 

Acrylsauren 

Methacrylsauren 

AcrylsSurechloriden 

20 

Acrylhitril 

Methacrylnitrilen 

Acrylamiden 

Substituierten Acrylamiden 
Hydroxymethylmethacrylaten 25 
Mesityloxid 

Dimethylaminoethylmethacrylaten-2- 

Vinylpyridinen 

N-vinyl-2-Pyrrolidinon 

30 

verwendet werden. 

10. Mikropartikel nach Ansprtich 1 t dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl sie als Bio- oder Makromo- 
lekOle organ- oder gewebespezifische Verbin- -35 
dungen, wie zum Beispiel monoklonaie Anti- 
korper enthalten. 

11. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, datf sie diagnostisch oder thera- 40 
peutisch wirksame Bestandteiie zur Diagnose 

und Therapie von Tumoren wie zum Beispiel 

Doxorubicin 

Actinomycin 45 

Magnetit 

Mitomycin C 

Triamcinolon 

enthalten. so 



Mischen, bei einer T mp ratur von -5° bis 
+ 80 * C, vorzugsweise 0 * bis 40 ° C, inem 
pH-Wert von 7 bis 14, vorzugsw ise 9 bis 13, 
innerhalb von 1 Minute bis 24 Stunden, vor- 
zugsweise 1 Stunde bis 10 Stunden, und ge- 
gebenenfalls unter Bnleiten von Gas mit 
copolymerisierbarem/n Aldehyd(en) bis zu ei- 
ner Konzentration bezogen auf die Reaktions- 
mischung von 0,1 bis 50 %, vorzugsweise 3 
bis 20 % w/v, sowie mit copolymerisierbaren 
Zusatzen einer Konzentration bezogen auf die 
Reaktionslosung von 0 bis 20 %, vorzugsweise 
1 bis 5 % w/v, mit Crosslinker(n) einer Konzen- 
tration bezogen auf die Reaktionsmischung 
von 0 - 5 %, vorzugsweise 0,1 bis 1 % w/v, 
umsetzt, 

anschlieflend- gegebenenfalls nach Reinigung 
- die so erhaltenen Mikropartikel mit einer wafl- 
rigen Losung, die - bezogen auf die Aldehyd- 
menge - bis zu Squimolare Mengen an Kopp- 
lungsagenz sowie 0 bis 20 % , vorzugsweise 
0,01 bis 10 % w/v Tensid(e) bezogen auf das 
Gesamtvolumen enthalt, unter RGhren bis zu 3 
Tagen, vorzugsweise bis zu 2 Tagen, bei Tem- 
peraturen von 0* bis 60 # C, vorzugsweise 5* 
bis 30 ° C, bei einem pH-Wert von 3 bis 9, 
vorzugsweise 5 bis 8, umsetzt und - ge- 
wunschtenfalls nach Reinigung - diese gege- 
benenfalls an Bio- oder MakromolekGle bindet. 

1a Verfahren zur Herstellung der pharmazeuti- 
schen Mittel nach Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dai3 man die in Wasser gelosten 
oder suspendierten Mikropartikel, gegebenen- 
falls mit den in der Galenik ublichen Zusatzen, 
in eine fur die enterale oder parenteral Appli- 
katibn geeignete Form bringt. 

14. Mikropartikel nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 sie einen Durchmesser von 
0.1 bis 40 urn haben. 

15. Pharmazeutische Mittel nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, dafl die Konzentration 
der Mikropartikel 1 m9 bis 100 mg pro ml, 
vorzugsweise 10 ^9 bis 1 mg pro ml, galeni- 
scher Formulierung betragt. 



12. Verfahren zur Herstellung von Mikropartikeln 
nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl man eine 0 bis 40 %, vorzugsweise 0,01 
bis 10 % w/v Tensid(e) und 0 bis 10 % w/v 55 
diagnostisch oder therapeutisch wirksame Be- 
standteiie und Gase Oder leichtfiachtige FIOs- 
sigkeiten enthaltende waBrige Losung unter 
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